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Preglednica 1: 23 različic genomov za  za 21 linij miši. Za linijo C57BL/6J so na voljo 
štiri različice genoma,  medtem ko je  zaporedje GCA_000002165.1_Mm_Celera 
sestavljeno na osnovi zaporedij 5 linij. 
11 
Preglednica 2: Uporabljene sgRNA in geni v katerih se nahajajo. 12 
Preglednica 3: Preglednica prikazuje število predvidenih izven-tarčnih mest (IT) 
sgRNA genov Tet1, Tet2, Tet3, Sry, Uty in Dmd na genomih različnih mišjih linij. 
Genomi, katerih DNA ni urejena v kromosome, imajo poleg imena linije, iz katere 
izhajajo zvezdico, prav tako so z zvezdico označena števila izven-tarčnih mest 
najdenih na neumeščenih zaporedjih DNA. V sivo-modrih celicah so tarčna mesta 
sgRNA, v zelenih so izven-tarčna mesta, ki ležijo na različnih zaporedjih, z drugimi 
barvami pa so označena izven-tarčna mesta, ki ležijo na podobnih zaporedjih, tako da 
so tista, ki ležijo na podobnih si zaporedjih, enake barve. V skrajno desnem stolpcu so 





Slika 1: Shema nastajanja ribo-nukleoproteinskih (RNP) kompleksov (A) in 
procesiranja DNA (B) (prirejeno po Doudna in sod., 2014). 
3 
Slika 2: Sheme različnih fuzijskih proteinov. dCas9 spojen z zelenim fluorescentnim 
proteinom  (GFP-angl. green fluorescent protein) (A), dCas9 spojen z verigo epitopov 
na katere se lahko vežejo s protitelesi spojeni proteini ali pa se uporabi za 
imunoprecipitacijo kromatina (B). dCas9 spojen s proteinom za epigenetske 
modifikacije (C) ter dCas9 spojen s transkripcijskim aktivatorjem ali represorjem (D) 
(prirejeno po Dominguez in sod. 2015). 
4 
Slika 3: Shema obeh mehanizmov genskega inženiringa s Cas9 RNP-kompleksi. Na 
levi je slika z NHEJ, ki ima za posledico manjšo delecijo, insercijo ali substitucije, pod 
njo v črtkanem pravokotniku pa je večja delecija narejena z dvema rezoma na DNA. 
Na desni so od zgoraj navzdol najprej insercija dveh LoxP mest, kot primer izdelave 
pogojnega alela, insercija zaporedja za zeleni fluorescentni protein (GFP) za označitev 
gena ter indukcija specifične željene mutacije (prirejeno po Harrison 2014). 
5 
Slika 4: Cas9-sgRNA kompleks (A) in dve verziji Cas9-sgRNA nikaze (B) (prirejeno 
po Doudna in sod., 2014) ter dCas9-Fok1 hibridna proteina (C) (prirejeno po Tsai in 
sod., 2016). 
6 
Slika 5: Shemi poteka metod CIRCLE-seq (A) (prirejeno po Tsai in sod., 2017) in 
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sgRNA  angl. single guide RNA 
SITE-seq angl. selective enrichment and identification of tagged genomic DNA 
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anotacija  proces lokalizacije in določanja funkcije DNA zaporedij v genomu 
izven-tarčno mesto ne ciljano zaporedje v genomu, ki je v tolikšni meri komplementarno 
sgRNA, da ga RNP-kompleks lahko prereže 
nikaza endonukleaza, ki na tarčnem mestu prereže le eno verigo DNA 
RNP-kompleks encimski kompleks sestavljen iz proteinov in ribonukleinskih kislin 
R-zanka struktura, ki jo tvorijo veriga RNA in verigi DNA, tako da se verigi 
DNA razvijta, RNA pa veže na eno njiju 
vodilna RNA RNA, ki RNP-kompleksu določa zaporedje, ki ga bo rezal, to sta lahko 
crRNA ali sgRNA 
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1  UVOD 
CRISPR/Cas (angl. clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR 
associated proten) sistemi so prisotni v naravi kot obrambni mehanizmi bakterij in arhej, s 
katerimi se le-te branijo pred virusnimi infekcijami in plazmidi, tako da v njihovi DNA 
naredijo dvoverižne prelome (Barrangou in sod., 2007). V znanosti uporabljamo predvsem 
sistem tipa II, s katerim lahko v genom ciljano vnašamo mutacije ali zaporedja, na enak način 
kot z nukleazami z motivi cinkovih prstov (ZFN-angl. zinc finger nucleases) in nukleazami 
TAL efektorjev (TALEN-angl. transcriptional activator-like effector nucleases), pri čemer je 
uporaba CRISPR/Cas sistemov cenejša in preprostejša. Z deaktivacijo nukleaznih centrov 
glavnega encima sistema CRISPR/Cas tipa II, imenovanega Cas9, in spojitvijo le-tega s 
proteini, kot so aktivatorji ali represorji transkripcije, fluorescentnimi proteini ali epitopi, 
lahko uporabo sistema razširimo še na nadzor nad izražanjem genov, označevanje željenih 
kromosomskih regij in imunoprecipitacijo kromatina. Poleg uporabe v raziskovalne namene 
je obetavna tudi uporaba tega sistema v medicini, kjer ima velik potencial za uporabo v genski 
terapiji. Preden bo ta mogoča bomo morali razviti učinkovite sisteme za transport Cas9 
ribonukleoproteinskega kompleksa (RNP-kompleksa) do tarčnih celic ter bolje razumeti 
popravljalne mehanizme dvoverižnega preloma s homologno rekombinacijo. Izboljšati bo 
potrebno specifičnost delovanja sistema, da ta ne bo povzročal neželenih izven-tarčnih 
mutacij v genomu zdravljene osebe.  
2  CRISPR/Cas SISTEMI V NARAVI 
CRISPR lokus predstavlja bakterijski imunski spomin. CRISPR/Cas sistemi delujejo tako, da 
s pomočjo crRNA (CRISPR RNA) prepoznavajo DNA zaporedja bakteriofagov in plazmidov, 
ki so jih ob predhodnih okužbah vgradili v CRISPR lokus, ter jih razrežejo. CRISPR lokus, ki 
se najprej prepiše v pre-crRNA (angl. precursor crRNA) in iz katere po različnih mehanizmih 
nastane crRNA, je sestavljen iz ponavljajočih se palindromskih zaporedij, med katera so 
vstavljena kratka zaporedja tuje DNA. Ob CRISPR lokusu se nahajajo geni Cas proteinov. 
Nekateri izmed njih direktno sodelujejo v imunskem odzivu, drugi pa so odgovorni za 
asimilacijo novih zaporedij v CRISPR lokus (Barrangou in sod., 2007). Ob CRISPR lokusu se 
nahaja tudi zapis za tracrRNA (angl. trans-activating crRNA), ki pri nekaterih tipih 
CRISPR/Cas sistemov sodeluje pri dozorevanju crRNA in stabilizaciji nukleaznega 
kompleksa (Jinek in sod., 2012). 
 
Obstaja več vrst CRISPR/Cas sistemov, ki so zelo raznoliki. Režejo lahko RNA ali DNA, 
nekateri pa oboje. Sistemi imajo različne mehanizme, s katerimi ločijo med lastnimi in tujimi 
zaporedji ter različne načine procesiranja vodilnih RNA, ki določajo tarčna mesta. Poznamo 
dva razreda, ki se naprej delita na šest tipov sistemov, katerih pa je tudi več variant (Koonin 
in sod., 2017). CRISPR/Cas sistemi razreda 1 so tip I, tip III in tip IV ter režejo tuja zaporedja 
z večproteinskimi kompleksi imenovanimi Cascade (angl. CRISPR-associated complex for 
antiviral defence) (Koonin in sod., 2017). CRISPR/Cas sistemi razreda 2 pa imajo v 
nukleaznem kompleksu le en protein. V to skupino sodijo tip II, tip V in tip VI (Koonin in 
sod., 2017). 
 
Od vseh so najbolje raziskani CRISPR/Cas sistemi tipa II. Njihov efektorski protein je Cas9 
(Gasiunas in sod., 2012). To je dvodelni protein, katerega režnja sta povezana z α vijačnico 
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bogato z argininom (Nishimasu in sod., 2014). S prepoznavnim (REC-angl. recognition) 
režnjem veže crRNA, tracrRNA in tarčno DNA, na nukleaznem (NUC-angl. nuclease) režnju 
pa ima domeno za interakcijo z zaporedjem PAM (angl. protospacer adjacent motif) in dve 
nukleazni domeni (Nishimasu in sod., 2014), ki režeta DNA (Jinek in sod., 2012). Ti dve 
domeni sta HNH, ki reže crRNA komplementarno verigo DNA in RuvC, ki reže crRNA ne-
komplementarno verigo.(Jinek in sod., 2012). PAM je kratko zaporedje, ki se mora nahajati 
ob tarčnem zaporedju in je pogoj, da Cas9 lahko prereže DNA. Zaporedje PAM je varovalni 
mehanizem, ki preprečuje avtoimuno delovanje, saj bi v nasprotnem primeru RNP-kompleks 
prepoznaval in rezal lastna zaporedja na CRISPR lokusu. Domena, ki prepoznava PAM, ima 
tudi helikazno aktivnost (Szczelkun in sod., 2014) in razpre DNA ob vezavi na zaporedje 
PAM, ki se nahaja na ne-komplementarni verigi crRNA (Jinek in sod., 2012). Različne 
variante Cas9 proteina lahko prepoznavajo različna zaporedja PAM, katerih prepoznava je v 
celoti odvisna od prepoznavne domene na Cas9 (Nishimasu in sod., 2014). RNP-kompleksi 
CRISPR/Cas sistemov tipa II režejo tarčno DNA tako, da Cas9 z vezanima crRNA in 
tracrRNA drsi po DNA in išče zaporedje PAM. Ko ga najde, RNP-kompleks tvori R-zanko z 
DNA, tako da DNA razvije od zaporedja PAM proti 3' koncu crRNA komplementarne DNA 
verige. Če je komplementarnost zadostna, interakcije DNA s crRNA zanko stabilizirajo za 
toliko časa, da nukleazni domeni prerežeta obe DNA verigi (Slika 1b) (Szczelkun in sod., 
2014). 
 
Znan je tudi mehanizem, po katerem CRISPR/Cas sistemi tipa II procesirajo pre-crRNA v 
crRNA. Najprej se CRISPR lokus prepiše v pre-crRNA. Nato se nanjo veže več molekul 
tracrRNA in Cas9 proteinov, potem pa RNaza tipa III razreže pre-crRNA na posamezne 
crRNA, ki so po tem koraku že del nukleaznega kompleksa in takoj začnejo z iskanjem tujih 
zaporedij (Slika 1a) (Deltcheva in sod., 2011). Posamezna crRNA sistemov tipa II je 
sestavljena iz palindromske ponovitve CRISPR lokusa na 3' koncu in približno 20 
nukleotidov dolgega vodilnega zaporedja na 5' koncu, ki je komplementaren tarčni DNA. S 3' 
koncem se crRNA veže na 5' konec tracrRNA, s 5' koncem pa prepoznava tarčno DNA. 
Kompleks tracrRNA-crRNA je zasidran na Cas9 z več zankami, ki jih tvori tracrRNA na 3' 
koncu. Pri tem je ključna prva zanka, a je ob prisotnosti tudi ostalih aktivnost nukleaznega 
kompleksa večja (Nishimasu in sod., 2014). 
 
Cas9 brez vezanega kompleksa tracrRNA-crRNA nima nukleazne aktivnosti, ker se samo-
inhibira. Z vezavo RNA kompleksa na Cas9 se spremeni lega NUC in REC režnjev, tako da 
encim preide v aktivno obliko. Pri tem igra pomembno vlogo α vijačnica bogata z argininom, 
ki režnja povezuje (Jinek in sod., 2014). Mutacije argininov, ki tvorijo več povezav z RNA 
kompleksom, močno zmanjšajo nukleazno aktivnost Cas9 (Nishimasu in sod., 2014). Z 
arginini bogata α vijačnica deluje kot sklep med režnjema ter ju ob vezavi RNA kompleksa 
zasuče tako, da med režnjema nastane kanal, v katerega se veže tarčna DNA. Ko se na encim 
veže tudi ta, se konformacija encima spet spremeni, tako da encim popolnoma obda tarčno 
DNA in se nukleazna reakcijska centra (HNH in RuvC) pomakneta v pozicijo za rezanje 
DNA (Jinek in sod., 2014). 
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Slika 1: Shema nastajanja ribonukleoproteinskih (RNP) kompleksov (A) in procesiranja DNA (B) (prirejeno po 
Doudna in sod., 2014). 
3  CRISPR/Cas V GENSKEM INŽENIRINGU 
Ker je določanje tarčnih zaporedij z uporabo CRISPR/Cas sistemov zelo preprosto, v 
primerjavi z ZNF ali TALEN, so ti široko uporabni v genskem inženiringu. Uporabljajo se 
predvsem CRISPR/Cas sistemi tipa II, ker imajo preprost RNP-kompleks, ki je sestavljen le iz 
Cas9, crRNA in tracrRNA. Nukleazni kompleksi CRISPR/Cas sistemov tipa V so sicer prav 
tako preprosti, a se ne uporabljajo toliko, ker so bili odkriti kasneje in je o njih zato manj 
znanega, poleg tega pa so CRISPR/Cas sistemi tipa II tudi modificirani za boljšo specifičnost 
ter lažjo in bolj raznoliko uporabo. Sprememba, ki je naredila uporabo sistema preprostejšo, je 
bila spojitev crRNA in tracrRNA v eno samo molekulo imenovano sgRNA (angl. single guide 
RNA) (Slika 4a) (Jinek in sod., 2012). Poleg izničenja (angl. knock-out) genov in vstavljanja 
(angl. knock-in) novih sekvenc je sistem z modifikacijo nukleaznih domen Cas9 proteina, ki 
tako postane neaktivni dCas9 (angl. dead Cas9), uporaben še za druge namene. Modificiran 
dCas9 se veže na tarčno mesto DNA, določeno z zaporedjem sgRNA. V nekaterih primerih 
lahko vezava sama po sebi blokira prepisovanje genov (Gilbert in sod., 2013), če pa dCas9 
spojimo z drugimi proteini, lahko še povečamo število funkcij, ki jih ta lahko opravlja. S 
fuzijo transkripcijskih faktorjev ali represorjev na dCas9 (slika 2d) lahko vplivamo na procese 
transkripcije (Gilbert in sod., 2013). S fuzijo s fluorescentnimi proteini lahko označujemo 
regije s ponavljajočimi se zaporedji na kromosomih (slika 2a) (Tanenbaum in sod., 2013), če 
dCas9 spojimo z APEX 2 (angl. engineered ascorbate peroxidase 2), lahko biotiniliramo 
proteine vezane blizu željenega zaporedja in jih tako lažje izoliramo (Myers in sod., 2018). Če 
dCas9 spojimo z epitopi, na katere se vežejo protitelesa (slika 2b), lahko izvedemo 
imunoprecipitacijo željenih genskih regij (Fujita in Fujii, 2013). 
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Slika 2: Sheme različnih fuzijskih proteinov. dCas9 spojen z zelenim fluorescentnim proteinom (GFP-angl. 
green fluorescent protein) (A), dCas9 spojen z verigo epitopov na katere se lahko vežejo s protitelesi spojeni 
proteini ali pa se uporabi za imunoprecipitacijo kromatina (B). dCas9 spojen s proteinom za epigenetske 
modifikacije (C) ter dCas9 spojen s transkripcijskim aktivatorjem ali represorjem (D) (prirejeno po Dominguez 
in sod. 2015). 
CRISPR/Cas sistemi se večinoma uporabljajo za izničenje genov ali dodajanje zaporedij v 
genom, pri čemer se izkoriščajo naravno prisotni DNA popravljalni mehanizmi celic, 
predvsem združevanje nehomolognih koncev (NHEJ-angl. non-homologous end joining 
repair) in popravljanje s homologno rekombinacijo (HDR-angl. homology-directed repair) 
(Jinek in sod., 2013; Mali in sod., 2013). NHEJ nespecifično zlepi odrezana konca DNA, pri 
čemer se zgodijo mutacije, kot so substitucije, majhne insercije in majhne delecije, kar 
posledično vodi v nefunkcionalnost tarčnega gena (Cong in sod., 2013). Če DNA zaporedno 
prerežemo na dveh mestih, pa se lahko v procesu NHEJ med njima zgodijo večje delecije, 
inverzije ali translokacije. Na ta način lahko z NHEJ naredimo tudi ne homologen knock-in 
gena ali kakšnega drugega zaporedja, če zaporedje dodamo v celico kot dvoverižni 
oligonukleotid (Tsai in sod., 2015). HDR je veliko bolj natančen in popravi DNA tako, da 
sintetizira manjkajoči del DNA na podlagi matrike, ki mora biti na koncih homologna 
zaporedjema na prerezani DNA. S pomočjo tega mehanizma lahko v DNA vnašamo nova 
zaporedja, kot so geni ali lokalizacijski signali, ter mutacije posameznih nukleotidov za 
spremembo delovanja genov ali pa njihovo izničenje (Cong in sod., 2013; Hwang in sod., 
2013; Auer in sod., 2014). 
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Slika 3: Shema obeh mehanizmov genskega inženiringa s Cas9 RNP-kompleksi. Na levi je slika z NHEJ, ki ima 
za posledico manjšo delecijo, insercijo ali substitucije, pod njo v črtkanem pravokotniku pa je večja delecija 
narejena z dvema rezoma na DNA. Na desni so od zgoraj navzdol najprej insercija dveh LoxP mest, kot primer 
izdelave pogojnega alela, insercija zaporedja za zeleni fluorescentni protein (GFP) za označitev gena ter 
indukcija specifične željene mutacije (prirejeno po Harrison 2014). 
4  SPECIFIČNOST Cas9 NUKLEAZNEGA KOMPLEKSA 
Specifičnost vezave Cas9 nukleaznega kompleksa na DNA je odvisna od sgRNA, proteina 
Cas9 ter časa reakcije in koncentracije nukleaznega kompleksa in DNA. Delovanje različnih 
Cas9 proteinov je odvisno od več faktorjev, eden bistvenih je zaporedje PAM, ki se med 
različnimi Cas9 proteini razlikuje po dolžini in zaporedju nukleotidov na katere se veže. Cas9 
iz bakterije Streptococcus pyogenes (SpCas9) se najbolje veže na zaporedje 5'-NGG-3', a se 
lahko veže tudi na 5'-NAG-3' mesta (Hsu in sod., 2013). Tako nespecifičnost pa se da 
odpraviti s proteinskim inženiringom, kot so to storili Kleinstiver in sod. (2015), ki so z 
mutagenezo domene za prepoznavanje PAM v proteinu SpCas9 naredili mutacijo D1135E, 
zaradi katere Cas9 ni več prepoznaval 5'-NAG-3' zaporedja. Sicer pa je prepoznavanje 
različnih PAM lahko tudi zaželeno, saj omogoča bolj fleksibilno uporabo Cas9 nukleaze. 
Raziskovalci se trudijo specifičnost Cas9 izboljšati tudi na drugačne načine. Eden od teh je 
mutacija ene nukleazne domene Cas9, ki protein spremeni v nikazo (Slika 4b). Nikaza prereže 
le eno verigo DNA, tako da moramo za doseg dvoverižnega preloma DNA prerezati na dveh 
mestih. Uporaba takega Cas9 je sicer nekoliko bolj zapletena, ker moramo oblikovati dve 
sgRNA za en dvoverižni rez, a je tak način rezanja DNA bolj specifičen in omogoča tvorbo 
lepljivih koncev (Cong in sod., 2013). Podoben način izboljševanja specifičnosti je fuzija 
Fok1 nukleazne domene na dCas9 (Slika 4c). Fok1 domena se mora dimerizirati, da pridobi 
nukleazno aktivnost, tako da je potrebno pri tem pristopu oblikovati dve sgRNA (Guilinger in 
Spruk G. Napoved nespecifičnih učinkov pri uporabi tehnologije CRISPR/Cas9. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
6 
 
sod., 2014). Hibridni Fok1-dCas9 ima prednost pred nikazo, saj ne dela enoverižnih rezov na 
DNA povsod, kjer se veže ena od obeh endonukleaz, ampak le tam, kjer se vežeta obe. Za 
dCas9, na katerega je vezana Fok1 domena, je bilo sicer ugotovljeno, da je  manj specifičen 
kot navaden Cas9 (Kuscu in sod., 2014; Wu in sod., 2014; O'Geen in sod., 2015), domnevno 
zaradi drugačnih mehanizmov delovanja kot pri Cas9. Kljub temu pa je vstavljanje 
dvoverižnega preloma s kombinacijo dveh Fok1-dCas9 hibridov bolj specifično kot pri 
uporabi enega Cas9 (Guilinger in sod., 2014). Specifičnost lahko izboljšamo tudi tako, da 
zmanjšamo nespecifične interakcije med proteinom in DNA ter s tem povečamo vlogo 
interakcij med sgRNA in DNA pri stabilnosti vezave nukleaznega kompleksa na DNA. Na tak 
način sta bila narejena eSpCas9 (Slaymaker in sod., 2015) in SpCas9-HF1, ki imata mutacije 




Slika 4: Cas9-sgRNA kompleks (A) in dve verziji Cas9-sgRNA nikaze (B) (prirejeno po Doudna in sod., 2014) 
ter dCas9-Fok1 hibridna proteina (C) (prirejeno po Tsai in sod., 2016). 
Na število izven-tarčnih mest delovanja Cas9 nukleaznega kompleksa pa lahko vplivamo tudi 
s koncentracijo RNP-kompleksov v reakciji in z dolžino poteka reakcije. Pri visokih 
koncentracijah nukleaznega kompleksa je rezanje DNA manj specifično (Pattanayak in sod., 
2013; Cameron in sod., 2017), prav tako pri predolgi inkubaciji (Kim in sod., 2014; Cameron 
in sod., 2017), saj Cas9 običajno hitro prereže DNA na tarčnem mestu, pri daljši inkubaciji pa 
prihaja do več nespecifičnih vezav na DNA. Dlje kot je RNP-kompleks prisoten v celici in 
višja kot je njegova koncentracija, več je nespecifičnih vezav, kar poveča verjetnost, da bodo 
nekatere trajale dovolj dolgo, da lahko nukleaza prereže DNA. Pri in vitro cepitvi je ta dva 
faktorja lahko nadzorovati, v celicah pa nanju najbolj vplivamo z načinom vnosa Cas9 in 
sgRNA. Pri vnosu genov za Cas9 in sgRNA v celice s plazmidom pride do dolgotrajnejšega 
izražanja obeh in njuno koncentracijo težje nadzorujemo. Pri vnosu RNP-kompleksov lažje 
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nadzorujemo koncentracijo in čas delovanja. Kim in sod. (2014) so pokazali, da z 
elektroporacijo RNP-kompleksov lahko dosežemo boljšo specifičnost, ker se pri tem načinu 
vnosa RNP-kompleksi razgradijo že v 24 urah, medtem ko so pri vnosu plazmida z zaporedji 
za Cas9 in sgRNA RNP-kompleksi prisotni tudi po 70 urah. Prav tako je krajša in bolje 
nadzorovana reakcija pri vnosu Cas9 proteina in sgRNA s CPP-ji (angl. cell-penetrating 
peptide) (Ramakrishna in sod., 2014) ali mikroinjiciranjem mRNA za Cas9 in sgRNA 
(Hwang in sod., 2013). 
 
Največji vpliv na specifičnost Cas9 nukleaznega kompleksa pa ima zaporedje sgRNA, saj 
pravilna izbira le-tega lahko močno zmanjša število izven tarčnih mest (Tsai in sod., 2015). 
Tehnično gledano je optimalna izbira sgRNA najpreprostejši način za izboljšanje specifičnosti 
CRISPR/Cas9. Najbolj zaželeno je, da tarčno zaporedje nima nobenega oziroma ima čim 
manj podobnih zaporedij v tarčnem genomu in da se ta v čim manjši meri ujemajo s tarčnim 
zaporedjem (Cho in sod., 2014). Število razlik v zaporedju nukleotidov med sgRNA in ne 
tarčnim zaporedjem, ki ga bo še prepoznal nukleazni kompleks, je odvisno od posameznega 
primera, zato je težko določiti vsa mesta v genomu, na katera se bo poleg tarčnega mesta še 
vezala določena sgRNA. Kljub temu pa obstajajo splošna načela, s pomočjo katerih lahko 
napovemo večino izven-tarčnih mest. 
 
Nukleazni kompleks Cas9 je manj občutljiv na neujemanja v nukleotidih na 5' koncu dela 
sgRNA kot na 3' koncu (Fu in sod., 2013; Tsai in sod., 2015; Tycko in sod., 2018). Poleg tega 
je pomembno tudi, katera nukleotida se ne ujemata, na primer rnaC:dnaC kombinacija 
nukleotidov je najmanj stabilna, medtem ko je rnaG:dnaT najbolj stabilna (Tsai in sod., 2015; 
Tycko in sod., 2018). Na stabilnost vezave sgRNA na DNA vpliva število neujemajočih se 
nukleotidov, če jih je več in če so bolj skupaj, je vezava med nukleinskima kislinama slabša 
(Hsu in sod 2013; Tsai in sod., 2015). RNP-kompleks se lahko veže tudi na tarčnemu 
zaporedju podobna zaporedja, ki imajo insercije ali delecije, posledica katerih je uvihanje 
nukleotidov na sgRNA ali DNA (angl. DNA/RNA bulge). Uvihani nukleotidi na vezavo 
nukleaznega kompleksa najmanj vplivajo na obeh koncih in na sredini tarčnega zaporedja. 
Prav tako je RNP-kompleks manj občutljiv na uvihane nukleotide na sgRNA, kjer so lahko do 
4 zapored, za razliko od DNA, kjer ne sme biti uvihan več kot en nukleotid, da Cas9 še reže 
zaporedje, na katerem se nahaja. Na koliko in katerih pozicijah lahko pride do uvihanja 
nukleotidov, je predvsem odvisno od stabilnosti vezave sgRNA na DNA, pri čemer velja, da 
močnejša kot je vezava, na več mestih lahko nukleazni kompleks tolerira uvihane nukleotide 
(Lin in sod., 2014). Na moč vezave najbolj vpliva vsebnosti CG nukleotidnih povezav med 
sgRNA in DNA (Lin in sod., 2014). Struktura kromatina in CpG metilacija naj ne bi imela 
večjega vpliva na vezavo RNP-kompleksa na tarčno mesto, a vseeno lahko vplivata na 
nespecifično vezavo Cas9, kadar je ta manj stabilna (Lin in sod., 2014; Wu in sod., 2014). 
 
Na podlagi zbranih informacij lahko sklepamo, da bodo najbolj specifično delovanje 
omogočale sgRNA, ki imajo majhen delež GC nukleotidov in unikatno zaporedje, ki se od 
podobnih zaporedij razlikuje v nukleotidih, ki ležijo čim bližje PAM. Poleg upoštevanja teh 
napotkov, pa se lahko specifičnost sgRNA poveča tudi na druge načine. Lahko ji na 5' konec 
dodamo GG nukleotida, kar destabilizira vezavo sgRNA na DNA do te mere, da se ta ne veže 
več na nekatera izven-tarčna mesta, še vedno pa na tarčno (Cho in sod., 2014). Na enak 
princip deluje povečanje specifičnosti Cas9 s skrajšanjem sgRNA za 1 do 3 nukleotide na 5' 
koncu (Fu in sod., 2014; Tsai in sod., 2015). Cromwell is sod. (2018) so pokazali, da 
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specifičnost RNP-kompleksov lahko izboljšamo tudi z zamenjavo do štirih nukleotidov s 
sintetičnimi analogi nukleinskih kislin, na primer BNA (angl. bridged nucleic acids), ki jih 
običajno vstavimo na sredino vodilnega zaporedja sgRNA. sgRNA z BNA izboljšajo 
specifičnost RNP-kompleksov, saj se skrajša čas vezave RNP-kompleksa na nespecifično 
tarčno mesto, zaradi česar manjkrat pride do rezanja DNA. 
5  EKSPERIMENTALNE METODE ZA NAPOVEDOVANJE IZVEN-TARČNIH 
MEST CRISPR/Cas 
Obstaja več načinov za določanje specifičnosti CRISPR/Cas sistema. Za iskanje splošnih 
načel vezave RNP-kompleksov na tarčna mesta, so zelo uporabne analize knjižnic umetnih 
zaporedij (Tycko in sod., 2018). Za iskanje nespecifičnih tarčnih mest določenega RNP-
kompleksa v tarčnem genomu, se genom razreže z izbranim RNP-kompleksom, nato pa 
poišče mesta, kjer so nastali dvoverižni prelomi DNA. 
 
To lahko naredimo z analizo s T7 endonukleazo I, pri kateri celice transficiramo z RNP-
kompleksi in iz njih izoliramo DNA. Z verižno reakcijo s polimerazo (PCR-angl. polymerase 
chain reaction) pomnožimo predvidena izven-tarčna mesta v genomu. Pomnožke 
denaturiramo in pustimo, da posamezne verige DNA naključno hibridizirajo med seboj. Nato 
jih inkubiramo s T7 endonukleazo I, ki reže heteroduplekse DNA. Analizo fragmentov lahko 
izvedemo z elektroforezo (Cho in sod., 2013). Omejitev metode je, da je pristranska, saj z njo 
lahko eksperimentalno potrdimo le tista nespecifična tarčna mesta, ki smo jih vnaprej 
predvideli. Poleg tega pa tudi ni dovolj občutljiva, da bi zaznala izven-tarčna mesta, ki jih 
RNP-kompleks reže redkeje. 
 
S sekvenciranjem celotnega genoma tretiranih celic in njegovo primerjavo z referenčnim 
genomom (Smith in sod., 2014) se lahko izognemo pristranskosti, a je metoda premalo 
občutljiva, saj je potrebno za zaznavo malokrat rezanih izven-tarčnih mest v genomu opraviti 
globinsko sekvenciranje genoma s transkriptomsko analizo, ki je draga in zahtevna z 
bioinformacijskega vidika. Enak problem se pojavi pri uporabi metode imenovane Digenome-
seq. Pri njej izolirano DNA razrežemo z uporabo RNP-kompleksov, fragmentiramo in 
sekvenciramo. Mesta endonukleazne aktivnosti predvidimo iz velikega števila fragmentov 
DNA, ki se začnejo ali končajo na teh mestih (Kim in sod., 2015). 
 
Potrebi po sekvenciranju celotnega genoma se pri uporabi ostalih metod izognemo z izolacijo 
koncev DNA, na katerih je prišlo do dvojnih prelomov. Pri nekaterih, kot sta GUIDE-seq 
(angl. genome-wide unbiased identification of DSBs enabled by sequencing) (Tsai in sod., 
2015) ali integracija IDLV-jev (angl. integrase-defective lentiviral vector) ( Wang in sod., 
2015), tarčne celice transficiramo z RNP-kompleksi in zaporedji, ki se vgradijo na mesta 
delovanja nukleaznega kompleksa, s pomočjo katerih lahko ta mesta izoliramo in 
sekvenciramo. Ker pa pri takem pristopu RNP-kompleks reže DNA, ko je ta še v celicah, 
določenih nespecifičnih tarčnih mest morda ne zaznamo, zaradi slabe dostopnosti kromatina. 
Če želimo odkriti vsa nespecifična tarčna mesta RNP-kompleksa, je bolj priporočljivo DNA 
razrezati šele po izolaciji iz celic, kot na primer pri metodi SITE-seq (slika 5a) (angl. selective 
enrichment and identification of tagged genomic DNA ends by sequencing) (Cameron in sod., 
2017) ali CIRCLE-seq (slika 5b) (angl. circularization for in vitro reporting of cleavage 
effects by sequencing) (Tsai in sod., 2017). 
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Slika 5: Shemi poteka metod CIRCLE-seq (A) (prirejeno po Tsai in sod., 2017) in SITE-seq (B), NGS-
sekvenciranje naslednje generacije (angl. next generation sequencing) (prirejeno po Cameron in sod., 2017). 
Pri metodi ChIP-seq (angl. chromatin immunoprecipitation and high-throughput sequencing) 
DNA ne režemo z RNP-kompleksi, pač pa na fragmentirani kromatin tarčnih celic vežemo 
RNP-komplekse z dCas9, ki jih nato izoliramo s pomočjo protiteles. Temu sledi še 
sekvenciranje izoliranih fragmentov DNA (Kuscu in sod., 2014). Problem, ki ga imamo pri 
uporabi te metode pa je, da CRISPR/Cas9 kompleksi ne režejo DNA na vseh mestih vezave, 
zato pri tej metodi dobimo veliko lažno-pozitivnih rezultatov. Poleg tega na vezavo dCas9 na 
DNA lahko vpliva struktura kromatina, zaradi česar je ta metoda bolj primerna za določanje 
mest nespecifične vezave, kot pa za določanje specifičnosti delovanja. 
6  IN SILICO METODE NAPOVEDOVANJA IZVEN-TARČNIH MEST 
CRISPR/Cas 
Idealno bi bilo, če bi lahko vsa nespecifična tarčna mesta RNP-kompleksov napovedali brez 
eksperimentalnega testiranja. V ta namen je bilo razvitih že več algoritmov, ki so vedno boljši 
v in silico napovedovanju tarčnih mest. Primeri takšnih algoritmov so Cas-OFFinder (Bae in 
sod., 2014), CasOT (Xiao in sod., 2014), CCtop (Stemmer in sod., 2015), CRISPR-DO (Ma 
in sod., 2016) in Off-Spotter (Pliatsika in Rigoutsos 2015). Ti v danem genomu poiščejo 
mesta, ki so podobna tarčnemu zaporedju in imajo v bližini zaporedje PAM ter na različne 
načine ovrednotijo pričakovano aktivnost RNP-kompleksa na posameznem mestu. Nekateri 
izmed algoritmov upoštevajo tudi strukturo kromatina in pomembnost zaporedja za celico, na 
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katerem se izven-tarčno zaporedje nahaja (npr. ali se izven-tarčno mesto nahaja v eksonu ali 
intronu). Slednje sicer ne vpliva na endonukleazno aktivnost RNP-kompleksa, nam pa 
pomaga pri izogibanju takim sgRNA, katerih nespecifični učinki imajo slabše posledice za 
celico. Algoritmi pri vrednotenju potencialnih izven-tarčnih mest upoštevajo splošna načela 
specifičnosti vezave CRISPR/Cas9 nukleaznega kompleksa na DNA, ki pa jih zaradi 
kompleksnosti interakcij med sgRNA in DNA ne moremo vselej realno ovrednotiti, zato tudi 
njihove napovedi niso povsem natančne (Tsai in sod., 2015; Cameron in sod., 2017). Na 
primer, v raziskavi Camerona in sod. (2017), v kateri so s SITE-seq eksperimentalno določili 
nespecifična tarčna mesta osmih različnih sgRNA in jih primerjali z mesti, ki sta jih našla 
Cas-OFFinder in CCtop, je Cas-OFFinder odkril v povprečju polovico dejanskih izven-
tarčnih mest, CCtop pa le 3,5%. Treba pa je dodati, da je bila v poskusu uporabljena visoka 
koncentraciji RNP-kompleksov (nad 250 nM), ki poveča verjetnost nespecifičnega delovanja. 
Obstajata pa tudi na strojnem učenju zasnovana algoritma Elevation (Listgarten in sod., 2018) 
in deepCRISPR (Chuai in sod., 2018), ki ocenita aktivnost določenega izven-tarčnega mesta s 
pomočjo nevronske mreže, zaradi česar sta neodvisna od našega pomanjkljivega razumevanja 
vezave RNP-kompleksa na DNA, a morata sama ustvariti svoj model vezave in rezanja, ki pa 
je lahko, kljub temu da najde večino nespecifičnih tarčnih mest, napačen. 
 
Za optimalno in silico napoved izven-tarčnih mest je potrebno uporabiti ustrezen referenčni 
genom. Anotacija genomov pri številnih vrstah so še v povojih, kar pri nekaterih vrstah 
otežuje napovedovanje izven-tarčnih mest. Poleg tega se lahko genomi posameznikov istih 
linij/pasem znotraj vrste razlikujejo, še večje razlike pa lahko pričakujemo med genomi 
različnih linij/pasem. V eksperimentalnem delu naloge smo zato na primeru mišjega genoma, 
ki predstavlja primer dobro anotiranega genom, poskušali ugotoviti ali je referenčni genom 
miši optimalna osnova za načrtovanje sgRNA pri različnih linijah miši. V ta namen smo za 
izbrane sgRNA primerjali predvidena izven-tarčna mesta določena na referenčnem genomu 
(linija C57BL/6J) in na genomih različnih mišjih linij. Naša hipoteza je bila, da referenčni 
genom ni optimalna izbira za načrtovanje sgRNA pri vseh linijah miši ter da lahko število 
potencialnih izven-tarčnih mest zmanjšamo z načrtovanjem sgRNA na genomu specifične 
linije. 
7  NAŠ PRIMER NAPOVEDOVANJA IZVEN-TARČNIH MEST PRI 
RAZLIČNIH MIŠJIH LINIJAH 
7.1  MATERIALI IN METODE 
7.1.1  Algoritem za iskanje izven-tarčnih mest 
Za iskanje izven-tarčnih mest smo uporabili orodje Cas-OFFinder (različica 2.4) (Bae in sod., 
2014). Ta algoritem najprej razdeli izbrani genom na največje možne dele, ki jih je procesna 
enota zmožna zajeti in na teh delih poišče zaporedja PAM. V naslednjem koraku algoritem 
primerja zaporedja v okolici zaporedja PAM z zaporedjem izbranih sgRNA ter izloči tista, ki 
glede na izbrane kriterije preveč odstopajo od tarčnega zaporedja. Pri iskanju tarčnih mest 
smo določili največje dovoljeno odstopanje v zaporedju izven-tarčnega mesta od sgRNA, ki 
je smelo zajeti največ dva nukleotida. 
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7.1.2  Mišji genomi 
Za analizo smo uporabili genome v preglednici 1, ki smo jih pridobili na spletni strani NCBI 
(2019). Genoma MmusALLPATHS2 in MmusSOAP1 sta bila sestavljena iz istih zaporedij 
DNA, a z različnima programoma. GRCm38.p6 je referenčni genom miši, genom Mm_Celera 
pa je sestavljen iz več osebkov. 
Preglednica 1: 23 različic genomov za  za 21 linij miši. Za linijo C57BL/6J so na voljo štiri različice genoma,  
medtem ko je  zaporedje GCA_000002165.1_Mm_Celera sestavljeno na osnovi zaporedij 5 linij. 
Mišja linija Oznaka različice zaporedja genoma 





DBA/2J, A/J, C57BL/6J 
GCA_000002165.1_Mm_Celera 



















7.1.3  Tarčna mesta 
Za napoved izven-tarčnih mest pri različnih linijah miši smo uporabili zaporedja sgRNA, ki 
so že bila eksperimentalno uporabljena za urejanje mišjega genoma. Uporabljena zaporedja 
sgRNA smo pridobili iz člankov Long in sod. (2014) in Wang in sod. (2013) (preglednica 2) 
in ležijo v genih Tet1 (angl. ten-eleven translocation methylcytosine dioxygenase 1), Tet2 
(angl. ten-eleven translocation methylcytosine dioxygenase 2), Tet3 (angl. ten-eleven 
translocation methylcytosine dioxygenase 3), Sry (angl. sex determining region Y), Uty (angl. 
ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat containing, Y-linked) ter Dmd (angl. 
dystrophin). 
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Preglednica 2: Uporabljene sgRNA in geni v katerih se nahajajo. 
Tarčni gen 
(kromosom) 
sgRNA Namen urejanja genoma Vir  
Tet1 (10) GGCTGCTGTCAGGGAGCTCA Dokaz zmožnosti sočasnega 
izničevanja več genov 
Wang in sod. (2013) 
Tet2 (3) GAAAGTGCCAACAGATATCC Dokaz zmožnosti sočasnega 
izničevanja več genov 
Wang in sod. (2013) 
Tet3 (6) AAGGAGGGGAAGAGTTCTCG Dokaz zmožnosti sočasnega 
izničevanja več genov 
Wang in sod. (2013) 
Sry (Y) GCATTTATGGTGTGGTCCCG Dokaz zmožnosti sočasnega 
izničevanja več genov 
Wang in sod. (2013) 
Uty (Y) TTTCTTTTCCTCATTACCTA Dokaz zmožnosti sočasnega 
izničevanja več genov 
Wang in sod. (2013) 
Dmd (X) TCTTTGAAAGAGCAACAAAA Odpravljanje prezgodnjega stop 
kodona v tem genu 
Long in sod. (2014) 
7.2  REZULTATI 
Iskanje tarčnih mest za vseh šest sgRNA v vseh genomih s Cas-OFFinderjem je vrnilo 47 
predvidenih izven-tarčnih mest, ki so predstavljena v preglednici 3. Izven-tarčna mesta (IT) 
smo poimenovali po tarčnem genu in jih označili z zaporednim številom, npr. Tet1 IT1 (prvo 
izven-tarčno mesto sgRNA za Tet1). Od vseh izven-tarčnih mest smo našli tri, ki so se od 
tarčnega razlikovala v največ enem nukleotidu. To so Tet1 IT3, ki se je od sgRNA razlikuje v 
enem nukleotidu ter Sry IT3 in Uty IT7, ki sta enaki tarčnemu. Nekateri genomi niso urejeni v 
kromosome ali pa določenih delov genoma nimajo ustrezno anotiranih. Izven-tarčnim mestom 
najdenim na zaporedjih, ki nimajo določenega kromosoma, smo dali isto zaporedno število, 
kot ga imajo izven-tarčna mesta z enakim 20 nukleotidnim zaporedjem, čeprav ne moremo 
biti gotovi, da gre res za ista izven-tarčna mesta, ker ne poznamo njihove genomske lokacije. 
Med genomi mišjih linij in celo na genomih različnih osebkov iste linije so vidne razlike v 
potencialnih tarčnih mestih. Pri genih Tet je teh razlik malo in so prisotne le pri linijah 
MSM/Ms, PWK/PhJ, CAST/EiJ in WSB/EiJ. Pri ostalih treh genih je potencialnih izven-
tarčnih mest več. 
 
Sry IT3 se popolnoma ujema z zaporedjem tarčnega mesta in se nahaja na prvem kromosomu 
genoma samice mišje linije A/J. Na tem delu kromosoma je približno 12000 bp dolgo 
zaporedje, ki je podobno zaporedju na Y kromosomu, kjer se nahaja gen Sry. Prav tako je bilo 
tarčnemu enako mesto najdeno pri genomih samic linij FVB/NJ in AKR/J, a na neumeščenih 
delih DNA. Na teh treh genomih je tudi Uty IT7, ki se prav tako popolnoma ujema s tarčnim 
mestom. Tudi ta gen se nahaja na Y kromosomu, najdena izven-tarčna mesta pa se nahajajo 
na neumeščenih delih DNA. 
 
Dmd IT27 je prisoten na genomu C57BL/6J (1) trikrat oziroma petkrat, če štejemo še dva 
neumeščena segmenta DNA, pri C57BL/6J (4) je prisoten sedemkrat ter enkrat pri genomu 
brez navedene linije. Prav tako je to mesto enkrat prisotno na neumeščenih delih DNA pri 
LP/J in PWK/PhJ linijah ter petindvajsetkrat na genomu, sestavljenemu iz več linij. Na 
slednjem je poleg tega na neumeščenih delih DNA tudi devet mest enakih Tet1 IT4. 
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Preglednica 3: Preglednica prikazuje število predvidenih izven-tarčnih mest (IT) sgRNA genov Tet1, Tet2, Tet3, 
Sry, Uty in Dmd na genomih različnih mišjih linij. Genomi, katerih DNA ni urejena v kromosome, imajo poleg 
imena linije, iz katere izhajajo zvezdico, prav tako so z zvezdico označena števila izven-tarčnih mest najdenih na 
neumeščenih zaporedjih DNA. V sivo-modrih celicah so tarčna mesta sgRNA, v zelenih so izven-tarčna mesta, 
ki ležijo na različnih zaporedjih, z drugimi barvami pa so označena izven-tarčna mesta, ki ležijo na podobnih 
zaporedjih, tako da so tista, ki ležijo na podobnih si zaporedjih, enake barve. V skrajno desnem stolpcu so 



















































































































































Tet1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 10 
Tet1 IT1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 
Tet1 IT2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 
Tet1 IT3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 7 
Tet1 IT4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1+9* 1 10 
Tet1 IT5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 11 
Tet1 IT6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 12 
Tet1 IT7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 18 
Tet1 IT8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 5 
Tet2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 
Tet2 IT1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 17 
Tet3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 6 
Tet3 IT1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 9 
Sry 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 Y 
Sry IT1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 8 
Sry IT2 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 X 
Sry IT3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1* 1* 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
Uty 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 Y 
Uty IT1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 9 
Uty IT2 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 X 
Uty IT3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 X 
Uty IT4 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 
Uty IT5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 14 
Uty IT6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 13 
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Dmd 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 X 
Dmd IT1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 
Dmd IT2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 
Dmd IT3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 
Dmd IT4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 2 
Dmd IT5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 
Dmd IT6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 3 
Dmd IT7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 3 
Dmd IT8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 3 
Dmd IT9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 5 
Dmd IT10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 
Dmd IT11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 8 
Dmd IT12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 11 
Dmd IT13 1 1 1 1 1 0 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 12 
Dmd IT14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 13 
Dmd IT15 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 14 
Dmd IT16 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 14 
Dmd IT17 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 14 
Dmd IT18 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 16 
Dmd IT19 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 16 
Dmd IT20 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 16 
Dmd IT21 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 17 
Dmd IT22 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 17 
Dmd IT23 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 17 
Dmd IT24 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 19 
Dmd IT25 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 X 
Dmd IT26 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 X 
Dmd IT27 3+2* 0 0 7 0 0 0 1* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1* 0 0 25* 1 5 
 
Sklepali smo, da je odsotnost izven-tarčnih mest Sry IT1 in Uty IT2 v genomih C57BL/6J (2) 
in C57BL/6J (3) ter Sry IT2 v C57BL/6J (3), ki jih je Cas-OFFinder našel pri ostalih dveh 
genomih C57BL/6J, posledica SNP-ja (angl. single nucleotide polymorphism), zato smo ju 
ponovno preiskali z algoritmom, pri čemer smo največje število neujemajočih se nukleotidov 
povečali na tri. Algoritem je v tem primeru pri obeh našel Sry IT1, ki ima pri C57BL/6J (2) in 
C57BL/6J (3) na dvanajstem mestu adenin namesto gvanina. Izven-tarčnih mest Uty IT2 in 
Sry IT2 pa algoritem kljub povečani toleranci ni našel. 
 
Z izjemo izven-tarčnih mest pri Sry in nekaterih pri Dmd, si zaporedja, ki obdajajo izven-
tarčna mesta, med seboj niso podobna, niti niso podobna zaporedju, na katerem leži tarčno 
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mesto za sgRNA. Sry IT1 in Sry IT2 ležita na približno 300 bp dolgih podobnih si zaporedjih, 
in sicer na HMG-box (angl. high mobility group box) domenah proteinov Sox1 oziroma 
Sox3. Izven-tarčna mesta sgRNA gena Dmd večinoma ležijo na različnih zaporedjih, nekatera 
pa so na nekaj 100 nukleotidov dolgih zaporedjih, ki se z manjšimi variacijami pojavijo 
večkrat. Taki so Dmd IT6 in Dmd IT26 na enem izmed takšnih zaporedij, Dmd IT11 in Dmd 
IT15 na drugem ter Dmd IT8, Dmd IT10, Dmd IT13, Dmd IT21, Dmd IT23, Dmd IT24, Dmd 
IT25 in Dmd IT27 na tretjem. Dmd IT10 in Dmd IT13 imata poleg tega, da ležita na 
podobnih 450 bp dolgih zaporedjih, tudi enako zaporedje. NZO/HiLtJ pa ima Dmd IT13 na 
dvanajstem kromosomu prisotno dvakrat in sicer na 900 bp dolgih zaporedjih, ki sta na obeh 
mestih popolnoma enaki. 
7.3  RAZPRAVA IN SKLEPI 
Naši rezultati kažejo, da med različnimi mišjimi linijami obstaja variabilnost v številu izven-
tarčnih mest za različne sgRNA. Razlike v številu predvidenih izven-tarčnih mest lahko 
opazimo tudi med različnimi osebki iste linije. Za razlike so lahko odgovorne delecije, 
duplikacije, kot se je to verjetno zgodilo pri NZO/HiLtJ z Dmd IT13, in tudi SNP-ji (npr. Sry 
IT1 pri C57BL/6J). Vpliv SNP-jev na aktivnost RNP-kompleksov na izven-tarčnih mestih, so 
v svoji raziskavi s CIRCLE-seq ugotovili že Tsai in sod. (2017), z analizo različnih človeških 
genomov. Pri oblikovanju optimalne sgRNA je torej potrebno upoštevati tudi točkovne 
polimorfizme. 
 
Poleg algoritmov za iskanje izven-tarčnih mest so pomembni tudi algoritmi za sestavljanje 
genomov. Na to kažeta genoma C57BL/6J (2) in C57BL/6J (3), kjer slednjemu manjka Sry 
IT2. Ker pa sta sestavljena iz istih zaporedij DNA istega osebka, le z različnima metodama, je 
razlika v tarčnem mestu verjetno posledica različnih načinov sestavljanja zaporedij genoma 
(angl. genome assembly). 
 
V referenčnem genomu je algoritem predvidel 34 od skupno 47 izven-tarčnih mest, 
predvidenih v različnih genomih, vključenih v analizo. Večina manjkajočih izven-tarčnih 
mest je sicer prisotnih le na manjšem številu genomov posameznih linij (največ treh). 
Predvidena izven-tarčna mesta na referenčnem genomu se najbolje ujemajo s predvidenimi 
izven-tarčnimi mesti na genomih C57BL/6J (4), C57BL/6NJ, BALB/cJ in genomu brez 
navedene linije, od katerih se razlikujejo le v enem tarčnem mestu. Najbolj pa se razlikujejo 
od genoma linije MSM/Ms s katerim si delita le 22 enakih izven-tarčnih mest. Z uporabo 
referenčnega genoma smo le pri štirih genomih v celoti predvideli vsa izven-tarčna mesta. Ti 
genomi so C57BL/6NJ, BALB/cJ, genom brez navedene linije in genom sestavljen iz več 
linij. Pri vseh ostalih linijah pa bi sgRNA narejena na referenčnem genomu imela eno ali več 
izven-tarčnih mest. Dejanska aktivnost RNP-kompleksa na večini teh mest je sicer vprašljiva, 
a na mestih kot je Sry IT3, ki se popolnoma ujemajo s tarčnim, bi zagotovo prišlo do rezanja 
DNA. Poleg tega ob uporabi genoma, ki ni optimalen, lahko zaradi prisotnosti lažno-
pozitivnih izven-tarčnih mest algoritem nižje ovrednoti sgRNA, ki ima sicer visoko aktivnost 
ter nam predlaga slabšo. 
 
Uporaba referenčnega genoma je torej primerna izbira pri oblikovanju sgRNA za linije, kjer 
nimamo na voljo specifičnih genomov, a bi bili lahko pri takšni sgRNA izven-tarčni učinki 
bolj pogosti, kot če bi uporabili genom specifične linije. Zaradi pojava lažno-pozitivnih izven-
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tarčnih mest pa lahko algoritem optimalno sgRNA ovrednoti kot neprimerno, kar lahko 
omejuje raziskave in onemogoča ciljanje željenih mest. Optimalna izbira bi bila torej 
oblikovanje sgRNA na dejanskem genomu organizma, če to ni mogoče, pa je boljša izbira 
uporaba referenčnega genoma manjše skupine organizmov (pasme, linije), ki so 
raziskovanemu čim bolj sorodni. 
8  POVZETEK 
CRISPR/Cas sistemi so imunski spomin bakterij in arhej, s katerim režejo zaporedja tujih 
nukleinskih kislin virusov in plazmidov. CRISPR/Cas sistemi tipa II se uporabljajo v 
genskem inženiringu za urejanje genoma na mestih, ki jih določimo z vodilno RNA. V 
nekaterih primerih lahko pride do nespecifičnega delovanja na izven-tarčnih mestih, kar lahko 
povzroča nezaželene spremembe v genomu. Za zagotavljanje specifičnega delovanja 
CRISPR/Cas sistemov je ključna izbira vodilne RNA. Le-ta mora imeti čim manj podobnih 
zaporedij v tarčnem genomu. Zaradi kompleksnosti interakcij med vodilno RNA in DNA so 
bili za pomoč pri izbiri optimalne vodilne RNA narejeni številni algoritmi, ki na različne 
načine poiščejo izven-tarčna mesta, nekateri pa tudi ocenijo njihovo aktivnost. 
 
Za učinkovito napovedovanje izven-tarčnih mest z algoritmi moramo uporabiti tudi ustrezni 
genom, saj se zaradi genske variabilnosti med linijami/pasmami neke vrste ali med osebki iste 
linije/pasme nespecifični učinki CRISPR/Cas lahko razlikujejo. V diplomski nalogi smo 
preverili, če je referenčni genom miši ustrezna osnova za izbiro optimalnih vodilnih RNA pri 
različnih linijah miši. V ta namen smo s Cas-OFFinderjem poiskali izven-tarčna mesta za 6 
vodilnih RNA v genomih različnih mišjih linij in primerjali lastnosti ter število najdenih 
izven-tarčnih mest. Ugotovili smo, da kljub temu, da pri uporabi referenčnega genoma 
najdemo večino izven-tarčnih mest, uporaba le-tega ni vedno optimalna. Za oblikovanje 
vodilne RNA je zato priporočljiva uporaba genoma linije/pasme tarčnega organizma ali 
genoma organizma, ki je čim bolj soroden tarčnemu. 
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